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HMBA诱导人成骨肉瘤 MG-63 细胞分化过程中
hnRNP A2 /B1 的表达与定位
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Express ion and Localization of hnRNP A2 /B1 during Differentia tion of
Human Osteosarcoma MG-63 Cells Induced by HMBA
ZHAO Chun-Hong 1，LI Qi-Fu1，CHEN Lan-Ying 2，TANG Jian1，SONG Jian-Ye 1，XIE Zhong 1
［ABSTRACT］ BACKGROUND & OBJECTIVE： The differentially expressed
nuclear matrix proteins have great effects on canceration and regulation of
cell d ifferentiation. This s tudy was to explore the exis tence and dis tribution of
ribonucleoprotein hnRNP A2 /B1 in nuclear matrix and its co-localization with
Actin and Prohib itin in human os teosarcoma MG-63 cells before and after
hexamethylene bisacetamide （HMBA） treatment. METHODS ： The nuclear
matrix of MG-63 cells before and after treatment of HMBA were selectively
extracted . The express ion and localization of hnRNP A2 /B1 in nuclear matrix
were detected by 2-D PAGE， MALDI-TOF-MS， Western blot， and
immunofluorescent s taining . The co-localization of hnRNP A2 /B1 with Actin
and Prohib itin was observed under laser scanning confocal microscope
（LSCM）. RESULTS ： hnRNP A2 /B1 was detected in the component of
nuclear matrix proteins of MG-63 cells by Western blot and immunogold
s taining and its express ion was decreased after treatment of HMBA. hnRNP
A2 /B1 was located in the nuclear matrix， and its express ion was weakened
after HMBA treatment. hnRNP A2 /B1 was co-localized with Actin or Prohib itin
in MG-63 cells ， while the co-localization relationship was weakened during
differentiation of MG-63 cells . CONCLUSIONS ： hnRNP A2 /B1 is a kind of
nuclear matrix protein， and localizes in the nuclear matrix. The dis tribution
and express ion of hnRNP A2 /B1 and its co-localization with Actin and
Prohib itin play important roles during the differentiation of MG-63 cells .
KEYWORDS ： hnRNP； Nuclear matrix； Osteosarcoma ； MG-63 cell； Cell
d ifferentiation
【摘 要】 背景与目的：核基质蛋白的差异表达与细胞癌变和增殖分化调控关




光共聚焦等技术检测 hnRNP A2 /B1 在核基质中的表达与定位变化，及其与相关
蛋白的共定位关系。结果：双向电泳及蛋白质印迹杂交结果证实了 hnRNP A2 /B1
存在于 MG-63 细胞核基质蛋白组分中，并在 HMBA 处理后细胞核基质中表达下
调；免疫荧光显微镜观察显示 hnRNP A2 /B1 定位在核基质上，经 HMBA 处理后
hnRNP A2 /B1 表达减弱。激光共聚焦显微镜观察结果显示，hnRNP A2 /B1 与细胞
核基质蛋白组分 Actin、细胞增殖相关调控因子 Prohibitin 具有共定位关系，但在
诱导处理后细胞内的共定位关系减弱。结论：hnRNP A2 /B1 在 MG-63 细胞诱导
分化过程中的表达分布，及其与 Actin、Prohibitin 的共定位关系的改变对 MG-63
细胞分化具有重要影响，值得进一步探索和研究。
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核内不均一核糖核蛋白 A2 /B1 （hnRNP A2 /
B1）是前体 mRNA 结合蛋白。作为 hnRNP 家族的
核心成员之一，hnRNP A2 /B1 参与了 mRNA 的转
运 和 转 录 后 修 饰 ， 并 可 通 过 结 合 单 链 DNA 在
DNA复制、转录及重组中发挥重要作用［1- 4］。此外，
hnRNP A2 /B1 表达的改变与细胞分化及癌变关
系密切，是多种肿瘤早期诊断的潜在标志物［5- 8］。
我 们 的 研 究 发 现 ， 在 环 六 亚 甲 基 双 乙 酰 胺
（hexamethylene bisacetamide，HMBA）诱导人成骨
肉瘤 MG-63 细胞和胃癌 MGC80-3 细胞分化过程









继 续 应 用 HMBA 诱 导 处 理 MG-63 细 胞 ， 检 测
hnRNP A2 /B1 在 MG-63 细胞核基质中的定位和
表达，并对 hnRNP A2 /B1 与细胞增殖分化相关
调控因子 Prohibitin 和细胞核基质蛋白组分 actin
的相互关系做进一步研究，为进一步探索细胞增






典型培养物保藏中心。兔抗人 hnRNP A2 /B1 抗体
购自 Santa Cruz 公司，鼠抗人 Actin 抗体、羊抗鼠
IgG-TRITC、羊抗兔 IgG-FITC、羊抗小鼠 IgG-Cy3 均
购自武汉博士德生物公司，小鼠抗人 Prohibitin
抗体购自 NeoMarkers 公司， RPMI-1640 培养基为
Gibco 公司产品，新生牛血清为杭州四季青生物工
程材料有限公司产品，HMBA 购自 Sigma 公司。
1.2 细胞培养与诱导分化处理
MG-63 细胞培养于 RPMI-1640 培养液中 （内
含 15% 热 灭 活 小 牛 血 清 、100 u /mL 青 霉 素 、100
μg /mL 链 霉 素 、50 μg /mL 卡 那 霉 素 ，pH7.2），于
37℃培养。取对数生长期细胞消化传代。细胞传代
培养至 24 h 后，诱导处理组细胞更换含 5 mmol /L





配）于 4℃预固定 30 min，0.1 mol /L PBS（pH7.4）漂





以改进。MG-63 细胞用 PBS 洗 2 次后，加入细胞
骨架提取液Ⅰ（CSK100，10 mmol /L PIPES，pH6.8，
300 mmol /L 蔗 糖 ，100 mmol /L NaCl，3 mmol /L
MgCl2，1 mmol /L EGTA，0.5% Triton X-100，1 mmol /L
PMSF），0℃放置 10 min，离心去上清，加入细胞骨
架提取液Ⅱ（CSK50，10 mmol /L PIPES，pH6.8，300
mmol /L 蔗糖，50 mmol /L NaCl，3 mmol /L MgCl2，1
mmol /L EGTA，0.5% Triton X-100，1 mmol /L
PMSF），洗涤 2 次，离心去除上清液。然后加入以
CSK50 配制的含 300 U /mL DNase Ⅰ的消化缓冲
液 室 温 消 化 30 min， 最 后 逐 滴 加 入 1 mol /L





11 cm 的预制干胶条（pH3-10，Bio-Rad 公司产品），
二向 SDS-PAGE 采用 12.5%的分离胶及 4%的浓缩
胶。以质谱兼容的硝酸银染色法染色，对 3 个重复
实验组凝胶图像蛋白点的检测、匹配、定量、标准










后 ， 通 过 ReFlexTM Ⅲ 型 MALDI-TOF 质 谱 仪
（Bruke 公司）获取酶解蛋白的肽指纹（PMF）数据。
数据经分析软件 flexAnalysis 进行处理，消除误差
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与 污 染 峰 。 最 后 在 MASCOT（www.matrixscience.
com）蛋白质组数据库中进行查询鉴定。
1.7 蛋白质印迹杂交
灌 制 12.5% 的 聚 丙 烯 酰 胺 分 离 胶 ，4% 浓 缩
胶 ， 聚 合 后 取 适 量 核 基 质 蛋 白 样 品 进 行 常 规
SDS-PAGE 电泳。电泳结束后以半干法将条带转
移到 PVDF 膜（Millipore）上。丽春红染色检测电
转效果，漂洗，干燥。PVDF 膜以 5% BSA 室温孵
育 1.5 h。加入 hnRNP A2 / B1（1∶1000）抗体稀释
液，室温孵育 2 h。加入辣根过氧化物酶（HRP）
标记的二抗，室温孵育 1 h。ECL 化学发光检测
试剂盒进行显色，图像扫描并保存。以 5%BSA
代 替 一 抗 作 为 阴 性 对 照 。 以 β-actin 作 为 内 参
照。
1.8 hnRNP A2 /B1 的免疫荧光标记
将 对 照 组 MG-63 细 胞 和 经 5 mmol /L 的
HMBA 处理 5 d 的细胞接种到玻片上，继续培养
2～3 d 后取出，以 PBS 洗涤 2 次，选择性抽提核基
质-中间纤维系统，PBS 洗涤，在 4%多聚甲醛中固
定 10 min，用含 0.5% Triton X-100 的 PBS（TPBS）
漂洗 2 次，每次 5 min。5%BSA 室温封闭 1 h，分别
滴加 30 μL 1 000 倍稀释的 hnRNP A2 /B1 抗体，
室温 30 min，移入 4℃冰箱中孵育过夜。TPBS 振荡
漂洗 3 次。滴加 FITC 标记的二抗稀释液，避光，
37℃孵育 30 min，TPBS 漂洗。90%甘油 /PBS 封片。
以 5%BSA 代替一抗作阴性对照。
1.9 激光共聚焦显微镜样品的制备与观察
将 MG-63 细胞和经 5 mmol /L HMBA 处理 5
d 的细胞接种到玻片上，继续培养 2～3 d 后，取出
长有细胞的玻片，PBS 洗涤，透膜 30 min，4%多聚
甲醛中固定 10 min，TTBS 漂洗。5% BSA 室温封闭
1 h，以 5% BSA 配制一抗作用液 （hnRNP A2 /B1
稀释 1000 倍，Actin 和 Prohibitin 各稀释 200 倍）。
设 制 双 标 记 抗 体 组 合 ： hnRNP A2 /B1 +Actin，
hnRNP A2 /B1+Prohibitin。各加 40 μL 相应一抗稀
释液至玻片上，4℃孵育过夜；TTBS 漂洗。以 5%的
BSA 配制相应组合的二抗作用液 （hnRNP A2 /B1
以绿色荧光染料 FITC 进行标记，Actin 以红色荧
光染料 TRITC 进行标记，Prohibitin 抗体以红色荧
光染料 Cy3 标记）。各取 30 μL 相应组合的二抗
作用液加到玻片上，室温避光孵育 30 min，移入
4℃冰箱中孵育 3 h，TPBS 漂洗，90%甘油 /PBS 封
片，TCS-SP2 MP 型激光共聚焦显 微 镜 下 观 察 拍
照。
2 结 果
2.1 hnRNP A2 /B1 在诱导分化前后细胞核基质
中的差异表达
对照组 MG-63 细胞与 HMBA 处理组细胞提取
的核基质蛋白双向电泳均重复 3 次以上。HMBA
处理核基质蛋白双向电泳酸性端后发现，核基质
蛋白主要分布在等电点 4- 7 分子量 10～100 ku 之
间，以 40 ku 和 100 ku 之间蛋白含量最高；HMBA
处理核基质蛋白双向电泳碱性端后，碱性端蛋白
质较少，仅有散在分布的数个蛋白点（S7 蛋白点为
质谱鉴定的 hnRNP A2 /B1 蛋白）。核基质蛋白双
向电泳图谱用 Melanie 软件对差异蛋白质相对含
量进行分析，结果表明 S7 蛋白点的含量下降了 2
倍左右。见图 1。
2.2 MALDI-TOF-MS 质谱鉴定结果
对编号为 S7 的差异表达蛋白点进行 MALDI-
TOF-MS 质 谱 分 析 获 得 肽 指 纹 图 谱 （图 2），经
MASCOT 数据库查询之后得到的鉴定结果：NCBI
数据库查询目录号为 gi|4504447，分子量为 36 041
u，等电点为 8.67，匹配肽段为 8 个，序列覆盖率为
37%。
图 1 HMBA 诱导分化前后人成骨肉瘤 MG-63 细胞
核基质蛋白双向电泳结果
Figure 1 Expression of nuclear matrix proteins in MG-63
cells before and after HMBA treatment on 2-D PAGE gels
A：pI 4-7，silver staining.
B：Enlarged maps of changed expression of hnRNP A2 /B1，pI 8-10，
silver staining.




图 3 hnRNP A2 /B1 在 MG-63 细胞核基质中的表达
Figure 3 Expression of hnRNP A2 /B1 in the nuclear matrix
of MG-63 cells
Lane 1： untreated MG-63 cells； lane 2： HMBA-treated MG-63
cells.
图 2 S7 蛋白点的肽指纹图谱
Figure 2 Peptide mass fingerprinting （PMF）of S7 protein
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2.3 各组细胞中 hnRNP A2 /B1 蛋白的表达
应用抗 hnRNP A2 /B1 的抗体对经 SDS-PAGE
并转膜的样品进行免疫检测，应用化学发光法
（ECL）进行显色后，在分子量 37 ku 附近得到一
条 单 一 蛋 白 条 带 。 对 照 组 的 条 带 较 粗 而 深 ，
HMBA 处 理 组 的 条 带 相 对 较 浅 而 细 ， 显 示 经
HMBA 诱导处理后，hnRNP A2 /B1 表达量明显降
低（图 3），阴性对照组未检测到蛋白条带。内标
β-actin （42 ku 处）的表达在处理前后的 MG-63
细胞核基质中无明显变化。












用抗 hnRNP A2 /B1 的抗体对 HMBA 处理前
后 MG-63 细 胞 选 择 性 抽 提 样 品 做 免 疫 荧 光 染
色，标记以 FITC，经选择性抽提后的 MG-63 细胞
核 基 质-中 间 纤 维 系 统 对 hnRNP A2 /B1 呈 阳 性
反应，在荧光显微镜下显示为绿色荧光。观察显
示 hnRNP A2 /B1 在 MG-63 细 胞 核 基 质-中 间 纤
维 系 统 表 达 水 平 较 低 ， 仅 在 细 胞 核 内 观 察 到
hnRNP A2 /B1 的绿色荧光，核内分布不均匀，局
部区域有较强荧光（图 5A）。而在经 HMBA 诱导
分化处理后的 MG-63 细胞核基质-中间纤维系统
中，hnRNP A2 /B1 的荧光强度较 MG-63 细胞弱，




图 4 hnRNP AZ /B1 在 MG-63 细胞核基质- 中间纤维系统上的定位
Figure 4 Nuclear matrix-intermediate filaments （NM-IF）system in MG-63 cells observed under light microscope
（Coomassie brilliant blue ×400）
A：The distribution of nuclear matrix-intermediate filaments in MG-63 cells is irregular.
B：The distribution of nuclear matrix-intermediate filaments in MG-63 cells is relatively regular after HMBA treatment.
图 5 荧光显微镜示 hnRNP A2 /B1 在 MG-63 细胞核基质- 中间纤维系统中的表达
Figure 5 Expression of hnRNP A2 /B1 in the NM-IF system of MG-63 cells observed under fluorescence microscope （×200）
A：The expression of hnRNP A2 /B1 in the NM-IF system of MG-63 cells is relatively strong.
B：The expression of hnRNP A2 /B1 in the NM-IF system of MG-63 cells is relatively weak after HMBA treatment.
A B
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2.5 hnRNP A2 /B1 与 Actin 以 及 Prohibitin 在
MG-63 细胞内的共定位关系
用 hnRNP A2 /B1 抗 体 分 别 和 Actin 以 及
Prohibitin 抗体配对组合，对 MG-63 细胞进行双重
免疫荧光染色，hnRNP A2 /B1 抗体以绿色荧光染
料 FITC 标记，Actin 以红色荧光染料 TRITC 标记，
Prohibitin 抗体以红色荧光染料 Cy3 标记。激光扫
描共聚焦显微镜观察 hnRNP A2 /B1 分别与两种
蛋白产物共定位部位叠加后的颜色为黄色或橙黄
色。
2.5.1 hnRNP A2 /B1 与 Actin 在 MG-63 细胞内的
共定位关系 激光共聚焦显微镜观察结果显示，
MG-63 细胞内，代表 hnRNP A2 /B1 的绿色荧光主
要集中分布在细胞核区域内，核仁区域荧光较强，
代表 Actin 的红色荧光在细胞质和细胞核内均有
分布，细胞质区域较强，叠加后显示 hnRNP A2 /B1
在细胞核膜附近与 Actin 有共定位关系 （图 6A～





2.5.2 hnRNP A2 /B1 与 Prohibitin 在 MG-63 细胞
内的共定位关系 观察结果显示，Prohibitin 主要
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分布在 MG-63 细胞核内，红色的荧光数量多、荧光
强，聚集成簇分布，也有少量微弱荧光呈弥散的点
状分布在细胞质中；hnRNP A2 /B1 主要存在于 MG-
63 细胞核内，呈强度不均的点状分布。叠加效果显
示 Prohibitin 和 hnRNP A2 /B1 在细胞核内有相同的






细胞核内。Prohibitin 和 hnRNP A2 /B1 的叠加结果
显示，hnRNP A2 /B1 和 Prohibitin 在细胞核存在较
弱共定位关系（图 6J～L）。
图 6 激光共聚焦示 hnRNP A2 /B1 与 Actin、Prohibitin 的共定位关系（×400）
Figure 6 Co-locolization of hnRNP A2 /B1 with Actin and Prohibitin in MG-63 cells before and after treatment of
HMBA observed under laser scanning confocal microscope （×400）
A：hnRNP A2 /B1 is strongly expressed in nuclei of MG-63 cells.
B：Actin is strongly expressed in cytoplasm of MG-63 cells.
C：hnRNP A2 /B1 and Actin are co-localized in karyotheca of MG-63 cells.
D：hnRNP A2 /B1 is weakly expressed in nuclei of MG-63 cells after HMBA treatment.
E：Actin is mostly expressed in cytoplasm and karyoplasm of MG-63 cells after HMBA treatment.
F：Co-localization of hnRNP A2 /B1 and Actin in MG-63 cells is weakened after HMBA treatment.
G：hnRNP A2 /B1 is strongly expressed in nuclei of MG-63 cells.
H：Prohibitin is strongly expressed in nuclei and weakly expressed in cytoplasm of MG-63 cells.
I：hnRNP A2 /B1 and Prohibitin are strongly co-localized in nuclei of MG-63 cells.
J：hnRNP A2 /B1 is weakly expressed in nuclei of MG-63 cells after HMBA treatment.
K：The expression of Prohibitin is weak in nuclei and relatively strong in cytoplasm of MG-63 cells after HMBA treatment.
L：Co-localization of hnRNP A2 /B1 and Actin in nuclei of MG-63 cells is weakened after HMBA treatment.
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3 讨 论
hnRNP A2 /B1 是一种与细胞生长、分化以及
蛋白质合成密切相关的调控分子，肿瘤细胞中的
hnRNP A2 /B1 往往具有与正常细胞不同的分布特
点，但有关其在细胞中的具体定位尚不明确。本文
应用选择性抽提、双向凝胶电泳发现 hnRNP A2 /
B1 存在于核基质蛋白组分中，免疫荧光显微镜观
察结果显示，hnRNP A2 /B1 主要定位于 MG-63 细
胞核基质上，并且分布不均匀，局部区域有较强荧
光。有学者的研究表明，hnRNP A2 /B1 不仅参与
mRNA 前体的剪切和细胞核与细胞质间物质的运
输［15］，且在细胞增殖、分化及肿瘤的发生中起重要
作用［16，17］。然而有关 hnRNP A2 /B1 在核基质上的
定位迄今未见报道。仅有文献报道过 hnRNP U 蛋
白在核基质中存在并与 RNA 有结合关系［18］。前期
研究发现，MG-63 细胞和MGC80-3 细胞核基质中
均有 hnRNP A2 /B1 蛋白的存在，提示 hnRNP A2 /
B1 可能是一种核基质蛋白［9，10］。本研究进一步证
实 hnRNP A2 /B1 确实是一种核基质蛋白，且定位
于细胞核基质上。
hnRNP A2 /B1 在癌细胞中的表达变化与细胞
癌变密切相关。本研究双向电泳结果显示 hnRNP
A2 /B1 在 MG-63 细胞核基质组分中表达水平较
高，经诱导分化处理后其表达水平明显降低。蛋白
质印迹杂交结果进一步证实了 hnRNP A2 /B1 在
诱导后细胞核基质组分中表达下调。免疫荧光染
色结果显示，hnRNP A2 /B1 定位在 MG-63 细胞核
基质- 中间纤维系统上，其在 MG-63 细胞核基质-
中间纤维系统表达水平低，仅在细胞核内有分布，
并且分布不均匀，局部区域有较强荧光。经 HMBA





究表明，hnRNP A2 /B1 与细胞癌变密切相关，多种
肿瘤细胞，如肺癌、肝癌、胰腺癌、乳腺癌和胃癌等
细胞中均发现了 hnRNP A2 /B1 的表达异常，并在
肺 癌 细 胞 中 证 实 hnRNP A2 /B1 的 增 加 主 要 是
hnRNP B1 上调所致［8，16］。然而有关 hnRNP A2 /B1
在诱导分化前后的肿瘤细胞核基质上的定位变化
目前尚未见报道。本研究中发现的 hnRNP A2 /B1
在 MG-63 细胞分化过程中表达水平的变化与以上
报道一致，进一步证实了 hnRNP A2 /B1 参与了
HMBA 诱导 MG-63 细胞分化的调控。
hnRNP A2 /B1 的 表 达 及 其 定 位 的 改 变 对
MG-63 细 胞 的 增 殖 分 化 具 有 重 要 影 响 ，hnRNP
A2 /B1 可能通过与不同的调控蛋白相互作用共同
参与肿瘤细胞诱导分化调控。本研究中激光共聚
焦显微镜观察结果显示，在 MG-63 细胞内 hnRNP
A2 /B1 在细胞核膜附近与 Actin 有共定位关系，
而在 HMBA 诱导处理后的细胞中两者共定位关






















与 多 种 癌 基 因 、抑 癌 基 因 相 互 作 用 ，募 集 转 录
调 控 因 子 并 抑 制 后者的活性 ，使 基 因 表 达 调 控
受 阻 ，细 胞 增 殖 活 性 降 低［24，25］。本实验观察到的




综上所述，核基质蛋白 hnRNP A2 /B1 作为一
种重要的细胞增殖分化调控因子，其细胞定位及
表达水平的改变在 MG-63 细胞分化和恶性表型逆
转过程中发挥重要作用。hnRNP A2 /B1 可能是
HMBA 作用的靶向性蛋白，并通过与增殖分化相
关蛋白如 Actin、Prohibitin 的协同作用，共同调控
赵春红，等. HMBA 诱导人成骨肉瘤 MG-63 细胞分化过程中 hnRNP A2 /B1 的表达与定位 683
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